KVB 2004/0002 82 





MINISTERIO 

DE INDUSTRIA TUR1SMO 
YCOMERQO 



Oficina EspaSola 
de Paten tes y Marcas 




CERTIFICADO OFICIAL 

Por la presente certifico que los documentos adjuntos son copia exacta 
de la solicitud de PATENTE de INVENCION numero 200301570, que 
tiene fecha de presentacion en este Organismo el 4 de Julio de 2003. 



Madrid, 1 de Julio de 2004 




El Director del Departamento de Patentes 
e lnformaci6n Tecno!6gica. 

P.D. 



M a DEt MAR BIARGE MARTINEZ 



PRIORITY DOCUMENT 

COMPLIANCE WITH 
RULE 17.1(a) OR (b) 




MINISTERIO 
DE CIENCIA 
Y TECNOLOGfA 



» 



Oficina Espafiola 
de Patentes y Marcas 




□ ADICI6N A LA PATENTE 

□ SOLICITUD DIVISIONAL 

CD CAM8IO DE MODAUDAD 

OTRANSFORMACI6N SOLICITUD PATENTE EUROPEA 
L— tPCT: ENTRADA FASE NACIONAL 

(5) SOUCITANTE (S): APELUOOS O DENOM1NACION SOCIAL 
UNIVERSIDADE DE SANTIAGO DE COMPOSTELA 



NOMBRE 



INSTANCIA DE SOLICITUD 



NUMERODESOUCITUD 



P20030 15 70 



FECHA Y HORA OE PRESENTAClON EN LA O.E.PM 



'03 JUL -4 n 



FECHA Y HORA PRESENTACldN EN LUGAR DISTINTO O.E.P.M. 



(4) LUGAR DEPRESENTACI6N: 
MADRID 



c6digo 

28 



NACIONAUDAD 
Espafiola 



CCOIGOPAlS 
ES 



DN1/CIF 
Q1518001A 



(6) DATOS DEL PRIMER SOUCITANTE: ~ " "T^F^^" -J 

DOMICIUO Edificio CACTUS - CITT - Campus sur ^OV>°^^ ™ 547050 

LOCALIDAD Santiago de Compostela ^^^^^S^^ FAX 981 547077 
PROVINCIA A Coruna 0^° 09 v0 * " V C0RRE0 a£CTR6NICO cittfci@usc.es 

PAIS RFfiincwriA ^ - ^ C60IGO POSTAL 15782 



CNAE 
803 



PYME 
4 



PROVINCIA A Coruna 
PAIS RESIDENCIA Espafta 
NACIONALIDAD Es pafiola 
7) INVENTOR (ES): 

Xlonso Fernandez 
% >anhez Barreiro 



9«S 



APELLIDOS 



□ EL SOUCITANTE ES EL INVENTOR 

□ EL SOUCITANTE NO ES EL INVENT OR 0 ONICO INVENTOR 
0) TITULODEUINVENCI6N: 

anopartfculas de derivados polioxietilenados. 



c6digopaIs 
c6digopaIs 



ES 
ES 



NOMBRE 



Maria Jose 
Alejandro 
Noemi 



NACIONAUDAD 



Espafiola 
Espafiola 
Hungara 



- ii 

(9) MODO DE OBTENCIQN Da DERECHO: 

■ B >NVEN C - lABOR ^ DCONTRATO □ SUCESI6M, 



C0DIGO 
PAiS 
ES 
ES 
HU 



j) EFECTUADODEP6SITODE MATERIA BjOAglCA: 
9 EXPOSICIONES OFICIALES: LU GAR 
9 UECLARACIONbS DE PRIORIDAD" 
PAlSDEORiGEN 



0NO 



NOMERO 



FECHA 



FECHA 



DIECClON POSTAL COUPLE I A. (SI AGENTE P.I., NOMBRE Y CO DIUO) ( KKLLfeNESE. OfflCAMENTE POR PROFESIONALES) 



Joescripci6nn«»depAginas- 16 

J N> DE RE1VINDICACIONES: / 6 

3dibujos.n*depAginas: 7 

jj USTA DE SECUENOASN- DE PACINAS 
3 RESUMEN 

1 DOCUMENTO DE PRIORI DAD 



£Z] DOCUMENTO DE REPRESENTACltiN 
□ JUSTIRCANTE DEL PAGO DE TASA DE SOLICITUD 
f— j H0J A DE INFORMACI6N COMPLEMENTARY 
CZlPRUEBAS DE LOS DIBUJOS 
CZJCUESTI0NARIO DE PROSPECCI6N 
OOTROS: 




FIRMA Da SOUCITANTE 0 REPRESENTANTE 




{VER COMUNICACldN) 



FIRMA DEL FUNCIONARIO 




3epm.es 



C/ PANAMA, 1 • 28071 MADRID 




ig MIN1STERIO 
r :;> DEC1ENCIA t 
I 1 YTECNOLOGfA 




Oficina Espanola 
de Patentes y Marcas 



P20030 15 7 



NOMERO DE SOLICITUD 




FECHA DE PRESENTAClGN 



RESUMEN Y GRAFICO 



RESUMEN (Max. 150 paiabras) 

Nanoparticulas de derivados polioxietilenados, de tamano inferior a 1 micra, para !a administracion de ingredientes 
farm ace uticarnente o cosmettcamente activos, que comprenden un polimero biodegradable, un copolfmero en bloque 
derivado del polioxietileno y al menos un ingrediente fanmaceutica o cosmeticamente activo, un procedimiento de 
obtencidn de dichas nanoparti'culas y composiciones que las contienen. 



GRAFICO 



(VER INFORMAClON) 




• MINISTERIO 
^ DECIENCIA 

YTECNOLOGfA 



Oficina Espafiola 
de Patentes y Marcas 



(3l)N0MERO 



SOLICITUD DE PATENTE DE INVENCION 

®PAiS 



DATOS DE PRIORIDAD 
©FECHA 



(2l) NUMERO DE SOLICITUD 
(2) FECHA DE PRESENTACION 



® SOLICITANTE (S) 

UNIVERSIDADE DE SANTIAGO DE COMPOSTELA 
0OM.CUO Edmc,o CACTUS - CITT - Ca m pus sur 

]mBm0R (ES > J ° S6 ^ Moemi Csaba; Alejandro Sanchez Barrelro. 



(£) PATENTE DE LA QUE ES 
DMSORIA 



NACIONALIDAD Espanola 



© tItulodelainvenci6n 

Nanopartfculas de derivados polioxietilenados. 



(i?) RESUMEN 



GRAFICO (S6L0 PARA IOTERPRETAR RESUMEN) 



^^SSr^^iSr ST* P" 13 — — - * .ngred.entes 
obtenc.6n de d.chas nanopartfculas y composiciones qSTS f conlienen * met,Camente actiw . procedimiento de 



2 

5 

LU 
Q 

I 

■a 



2 

NANOPARTICULAS DE DERTVADOS POLIOXIETILENADOS 

CAMPO DE LA INVENCI6N 

La presente invencidn se refiere a nanoparticulas (tamano inferior a 1 jam) con una 
nueva composition, que son adecuadas para la administraci6n de moleculas activas. La 
nueva composicion comprende dos pollmeros: un polimero biodegradable y un copolimero 
bloque derivado del polioxietileno . 

ANTECEDENTES DE LA INVENCION 

Las nanoparticulas polimericas estan siendo objeto de especial atenci6n debido 
a su interes para mejorar la estabilidad y promover el transporte y Iiberaci6n controlada de 
farmacos a determinadas regiones del organismo. Los polimeros biodegradables mas 
utilizados para su formaci6n son los derivados del dcido polilactico (PLA) y sus 
copolimeros con el acido glic61ico (PLGA) debido a su biodegradabilidad, 
biocompatibilidad e inocuidad (Johansen et ah, Eur. J. Pharm. Biopharm., 2000, 50, 129- 
146). Otros polimeros biodegradables que tambien ofirecen un futuro prometedor en esta 
linea son poliesteres como la poly(e-caprolactona) (Losa et al., Pharm. Res., 1993, 10,1, 
80-87) y los polianhidridos (Mathiowitz et al., Nature, 1997, 386, 410-414). 

Las micro, y nanoparticulas de PLA y PLGA han sido extensivamente 
estudiadas para la encapsulation y liberaci6n de un amplio numero de moleculas 
terapeuticas (Quintanar-Guerrero et al., Drug Dev. Ind. Pharm., 1998, 24 (12),1 113-1 128, 
Sanchez et al., Lit J. Pharm., 1993, 99, 263-273, Sturesson et al., J. Control. Rel., 1999, 59, 
377-389, Hsu et ah, J. Drug Targ., 7 (4), 313-323). Una caracteristica destacable de estas 
particulas reside en el hecho de que su capacidad para controlar la liberation de moleculas 
activas depende de su perfil de degradation. De este modo, un control en la velocidad de 
degradation del polimero tiene una repercusi6n directa en el control de la liberaci6n de la 
molecula activa asociada al mismo. Es sabido que la degradation de los poli6steres 
conduce a la formation de oligomeros acidos que pueden acumularse en el interior de las 
particulas causando asi, una acidification del entramado polimericp y con ello una 
reduction importante del pH interno de las particulas (Beibella et al., Int. J. Pharm., 1996, 
129, 95-102). Este microclima acido causado por la acumulaci6n de productos de 
degradation del polimero en el seno de las particulas tiene un efecto muy negativo en la 
estabilidad de la molecula activa incorporada en las mismas y representa una limitation en 
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la utilizaci6n de estos sistemas polimdricos para la liberacion controlada de 
macromoleculas como proteinas y pl&smidos ADN (Zhu et al, Nature Biotech., 18, 52-57). 

Los poloxameros son copolimeros tribloque tipo polioxietileno- 
polioxipropileno-polioxietileno (PEO-PPO-PEO) que, dependiendo de su relacion 
5 PEO:PPO varian en sus caracteristicas de peso molecular, hidrofobicidad, etc.. Las 
poloxaminas son copolimeros formados por 4 cadenas de PEO-PPO unidas por un puente 
de etilendiamina. Andlogamente a los poloxameros, sus caracteristicas pueden variar al 
cambiar la relacion PEO-PPO. 

Una de las aplicaciones que recientemente se ha propuesto para esta familia de 
10 copolimeros derivados del polioxietileno es la de ser promotores del transporte de 
f&rmacos a travSs de la barrera hematoencefalica (BBB) (Kabanov et al., Adv. Drug. Deliv. 
Rev., 2003, 55, 151-164). Asimismo, estudios recientes han puesto de manifiesto el inter6s 
de los mismos en estudios de transfeccion de plasmidos ADN (Lemieux et al., Gene Ther., 
2000, 7, 986-991). 

15 Por otro lado, los copolimeros bloque PEO:PPO han sido ampliamente 

estudiados como agentes de recubrimiento que permiten modificar la biodistribucion de 
nanoparticulas utilizadas como transportadores de farmacos. Asi, son numerosos los 
trabajos que han puesto de manifiesto que el recubrimiento de nanoparticulas con 
poloxameros y poloxaminas afecta a su biodistribucion y, por tanto, a su capacidad para 

20 transportar f&rmacos a diferentes regiones del organismo (Moghimi et aL, FEBS Letters, 
1994, 344, 25-30, Hawley et al., FEBS Letters, 1997, 400, 3 19-323). 

Existen diversos documentos en los que se reivindica la utilizaci6n de los 
derivados PEO-PPO como agentes de recubrimiento de nanoparticulas (WO96/20698 y 
US4904479). El objetivo ha sido el de prolongar el tiempo de circulaci6n de las mismas 

25 tras su inyeccidn intravenosa y modificar su perfil de biodistribucci6n. En dichas 
composiciones el poloxamero/poloxamina no forma parte de la matriz polimdrica 
constitutiva de las particulas sino que se encuentra adsorbido a nivel superficial. Por tanto, 
la cantidad de poloxamero/poloxamina adsorbida es limitada y su presencia no tiene 
implicaciones en la encapsulacion o liberacion controlada de la molecula activa 

30 encapsulada en las particulas, sino que su papel se limita a la modificaci6n del perfil de 
biodistribucion de las particulas. 

Por otro lado, en otro documento, US5578325, se ha propuesto la idea de unir 
quimicamente los citados copolimeros a poliSsteres, formando asi copolimeros 
multibloque. En estos casos el derivado polioxietilenado se encuentra unido 
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covalentemente al poli6ster, conduciendo asi a la formaci6n de un nuevo copolimero. Esto 
copolimeros permiten igualmente obtener nanoparticulas recubiertas de PEO-PPO que 
ofrecen una larga permanencia en el torrente circulatorio tras su administraci6n 
intravenosa. 

5 Otra de las aplicaciones de que nan sido objeto los copolimeros bloque PEO- 

PPO ha sido la estabilizaci6n de proteinas encapsuladas en particulas de PLGA y la 
modification de su liberation a partir de las mismas. Asi, en estudios previos llevados a 
cabo en nuestro laboratorio, hemos podido comprobar que la incorporaci6n de copolimeros 
bloque PEO-PPO, mas concretamente poloxameros, en micro y nanoparticulas de 
10 poliacido lactico /acido glic61ico (PLGA) permite mejorar la estabilidad de las proteinas 
nanoencapsuladas en dichas particulas. En este estudio inicial, para la incorporaci6n de 
poloxamero en las particulas hemos optado por el metodo de doble emulsi6n 
(agua/disolvente organico/agua), segun el cual, el poloxamero hidrofilico se disuelve en la 
fase interna acuosa de la emulsi6n (Blanco et al., Eur. J. Pharm. Biopharm., 1997, 43, 287- j 
15 294, Blanco et al. Eur. J. Pharm. Biopharm., 1998, 45, 285-294). Este metodo permite la ' 
incorporaci6n de cantidades muy pequeiias de poloxamero en relaci6n a las cantidades de 
PLGA (normalmente la relaci6n es 10:1 PLGA:poloxamer). Ello se debe a dos razones 
fundamentales: por un lado, el volumen de la fase interna acuosa en la que se disuelve el 
poloxamero es muy inferior al volumen de disolvente organico en el que se disuelve el : 
20 polimero hidrof6bico (PLGA); por otro lado, el poloxamero tiende a difundir, durante el . 
proceso de emulsificaci6n, desde la fase interna acuosa hacia la fase externa acuosa, : 
dificultando asi la formaci6n de las particulas. Esta dificultad ha podido solventarse : 
haciendo uso de un metodo de microencapsulaci6n anhidro, consistente en la formation de 
una emulsi6n de un disolvente organico (en el que se ha de disolver el PLGA y el 
25 poloxamero) en una fase externa oleosa en la que se disuelve un agente tensoactivo. 
Gracias a este metodo nan podido incorporarse cantidades elevadas de poloxameros a 
microparticulas de PLGA (hasta del 50%) formando matrices mixtas PLGA: poloxamero. 
Este sistema microparticular mixto formado por una mezcla intima de poloxamero y PLGA 
ha permitido la Hberaci6n controlada de proteinas (Tobio et al., Pharm. Res., 1999, 16, 5, 
30 682-688). Sin embargo, el inconveniente mas notable de este metodo reside en la dificultad 
para obtener particulas nanometricas, siendo el tamafio medio de esas poblaciones de 
particulas superiores a 1 micra (1000 nan6metros). Ademas, dada la necesidad de utilizar 
aceites como fase externa de la emulsion, el aislamiento de las microsferas se hace muy 
laborioso y es necesaria la utilizaci6n de importantes cantidades de disolventes organicos 



para conseguir la eliminacton del aceite. Por tanto, hasta el memento actual no ha side 
descnto ningun proeedimiento que permita la ineorporaet6n de elevadas cantidades de 
poloxamero en nanopartlculas mixtas de poloxamero:PLGA. 

La primera referencia eneontrada relative a la utilizacidn de poloxameros en la 
5 formaei6n de matrices mixtas con poliesteros basadas en la union fisica de ambos 
polimeros aparece descrita en la publicaci6„ US5330768. En dicho docnmento, se propone 
la unlizacion de dichas mezclas a fin de lograr nna modif,caci6n en la liberaci6„ de la 
molecule activa incorporada en estos sistemas. En 61 se hace referencia a la formacion de 
pelfculas mejiante codisolucidn de ambos polimeros en un disolvente organico comun y 
.0 posterior evapomcidn del disolvente o mediante la msidn conjunte de ambos polimeros y 
tambtea a la formacidn de tnicropartlculas mediante el metodo de doble emulsion 
(agua/disolvente organico/agua); sin embargo, no se menciona la formacidn de 
nanoparticulas. Ha de destacarse el hecho de que el citedo proeedimiento de fotmacidn de 
Partlculas en fase externa acuosa, permite unicamente la incorporaci6n de cantidades 
.5 lumtadas de poloxameros hidrofilicos debido a su 16gica tendencia a difundtfa la fase ' 
externa acuosa; este hecho ha podido set constats e„ nuestros estudios anteriores 
(Blanco et al., Eur. J. Pharm. Biophann., 1997, 43, 287-294, Blanco et al. Eur J Pharm 
Btopharm., 1998, 45, 285-294). Asimismo, el documento US5330768 no menciona la 
ututzacion de poloxameros lipofl.icos ni de poloxaminas en la formacion de las citadas : 
20 mezclas. : 

El primer documento encontrado que hace referencia a la fotmaciiSn de un '■■ 
atatema microparticular mixto formado por una mezcla fattma de poloxamero y PLGA - : 
deshnado a mejorar la estabilidad de proteluaa microencapsuladas, penrutiendo ademas su 
hberacidn conttolada, ea e. publicado por Tob.o e. al. (Pharm. Res., !999, 16, 5, 682-688) 

15 Mas recientemente, el documento US6465425 describe igualmente la formacidn de I" 
m.croparticulas biodegradables conteniendo poloxamero con la misma finalidad " 
Aaumsmo, en dicha composicidn ae incotporan, con la misma finalidad, un excipiente de " 
ttpo actdo y al menos un polisacarido. Segno dicho documento, la cantidad de po.oxamero 
que se puede incluir en esta composicion puede variar entre un 1 - 40% con reapecto al 

0 peso total de la composici6n. La forma de presentacidn de esta composicidn ea la de films 
obtemdos por simple evaporaci6n del disolvente, o bien, de microparticulas obtenidaa por 
atomizaci6n. Sin embargo, no se hace referencia alguna a la fotmaci6„ de nanopartlculas 
lo cua. ae entiende si tenemos en cuenta que la tecnica de atomizacWn no petmite obtener 
partlculas de un tamaBo tan reducido como las nanopartlculas. 
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En la misma Hnea, con al finalidad de mejorar la estabilidad de protein 
destaca el document© presentado por Schwendeman et al (US2002/0009493), el cual 
describe la utilizacidn de poloxameros hidrofilicos de peso molecular entre 500 y 30,000 
Da, como agentes formadores de poros en sistemas elaborados a partir de poliesteres. En 
5- dicho documento se reivindica la presentaci6n de estas composiciones en forma de . 
cilindros o de microparticulas, con un tamano comprendido entre 10-100 una. Estas 
particulas se obtienen mediante la tecnica de doble emulsion en fase externa acuosa, la cual 
permite unicamente la incorporacidn de cantidades pequenas de poloxameros hidrofilicos, 
como se sefial6 en estudios anteriores (Blanco et al., Eur. J. Pharm. Biopharm., 1997, 43, 
10 287-294; Blanco et al. Eur. J. Pharm. Biopharm., 1998, 45, 285-294), o altemativamente, 
mediante la tecnica de emulsificacidn de disolvente organico/aceite, la cual, como se ha 
indicado anteriormente (Tobio et al. Pharm. Res., 1999, 16, 5, 682-688), no permite la 
obtenci6n de nanoparticulas. . : 

En relaci6n con los documentos que hacen referencia explicita a la formation 

• • • 

15 de nanoparticulas que contienen poloxameros cabe citar el documento US5962566. No 
obstante, este documento seflala la incorporaci6n de colesterol como ingrediente # 
indispensable para la formacion de las nanoparticulas. El metodo de formacidn indica 
ademas la necesidad de fundir el conjunto de los materiales y su posterior dispersi6n en 

* 

una fase acuosa. : 
Igualmente cabe citar un documento que describe la formacion de :" 
nanoparticulas que incorporan en su estructura poloxameros y poloxaminas, ademas de un : 
agente lipidico estabilizante (US20030059465). Estas nanoparticulas van dirigidas a la : 
Hberaci6n del agente citostatico camptotecina y se obtienen mediante un procedimiento de 
hidratacion de lipidos previamente liofilizados. Aunque en dicho documento se reivindica 
25 la posible incorporaci6n de poliesteres tales como el PLGA, lo cierto es que la tecnica ; 
descrita no es aplicable a este tipo de polimeros. En cualquier caso, la incorporation de . 
lipidos en la estructura se muestra como un elemento esencial de la composici6n 
nanoparticular. 

Como consecuencia de la revisi6n de los documentos anteriores, cabe destacar 
30 que a pesar del importante numero de documentos que hacen referencia a la formaci6n de 
particulas de PLGA y poloxamero, lo cierto es que ninguno de los documentos citados 
describe la formacion de matrices mixtas que contengan elevadas cantidades de 
poloxameros y poloxaminas, con diferentes caracteristicas de hidrofilia/lipofilia y que se 
presenten bajo la forma nanoparticular. Este ultimo aspecto es de importancia critica ya 



20 



t 



que las tdcnicas de microencapsulaci6n destinadas a la formaci6n de micropartfculas 
difieren generalmente de las nanotecnologias aplicadas a la formaci6n de nanoparticulas. 
Asimismo, conviene destacar el hecho de que los documentos publicados relacionados con 
la obtencion de nanoparticulas, utilizan unicamente poloxameros hidrofilicos incoiporados 
5 en muy bajas proporciones en el sistema nanoparticular. 
DESCRIPCI6N DE LA INVENCI6N 

La presente invenci6n se refiere a nanoparticulas que comprenden un polimero 
biodegradable, preferentemente un pollster y un copolimero bloque derivado del 
polioxietileno, preferentemente poloxamero y poloxamina. Asimismo, la presente 
10 invenci6n se refiere a un metodo de preparation que permite la incorporacidn de 
porcentajes altos de poloxameros y poloxaminas en nanoparticulas, siendo la relaci6n 
polimero biodegradable: derivado polioxietilenado entre 1:0,1 y 1:3. 

Por lo tanto, segfin un primer aspecto, la invenci6n se refiere a un 

• • • 

procedimiento de preparaci6n de nanoparticulas de tarnano inferior a 1 fim, para la 
15 administration de ingredientes activos, que comprende las etapas de: v 

a) disolver un polimero biodegradable junto con un copolimero bloque derivado del 
polioxietileno en un disolvente organico, estando la relaci6n en peso polimero 

biodegradablexopolimero bloque entre 1:0,1 y 1:3; :. # ' 

• • • 

20 b) anadir, bajo agitaci6n, la disoluci6n obtenida a una fase polar, en la cual el polimero 

• • • * 

biodegradable presenta una baja solubilidad, precipitando los polimeros y formandose las 

j • • • • 

nanoparticulas; •/ . 

• • • 

c) eliminar el disolvente organico; d) aislar las particulas. El ingrediente activo puede 

disolverse directamente en el disolvente organico no polar (mol6culas lipofilicas) o puede 
25 disolverse previamente en un volumen pequeno de fase acuosa (moleculas hidrosolubles) y : / \ 

luego dispersarse en el disolvente organico, antes o despues de la etapa a). 

De forma preferida, el disolvente org&nico en a) sera un disolvente no polar. - • 
Segiin una forma de realizaci6n preferida, la preparaci6n de las formulaciones 

de nanoparticulas de mezcla intima puede incluir adicionalmente una etapa de liofilizacion. 
30 En forma liofilizada, las nanoparticulas pueden ser almacenadas durante largos periodos de 

tiempo y ser facilmente regeneradas, simplemente anadiendo un volumen de agua Optimo. 

La liofilizacion de las nanoparticulas ha sido optimizada con la incorporacidn de un 

excipiente crioprotector (glucosa o trehalosa) en el medio de suspension de las 

formulaciones. 
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Segun otra forma de realization preferida, en el procedimiento anterior 
polimero biodegradable es un poliester, el cual se selecciona del grupo de poliesteres como 
el £cido politectico, dcido polil&ctico-co-glic61ico y sus copolimeros, policaprolactona o 
del grupo de los polianhidridos. Para la preparaci6n de las nanoparticulas de mezcla intima 
5 se ha utilizado el polimero dcido polil&ctico-co-glic61ico 50:50 Resomer® RG 503 Mw: 
35000 (Boehringer Ingelheim). 

Segun otras formas de realizaci6n preferida, el copolimero bloque se selecciona 
de poloxameros y poloxaminas. 

Los poloxameros son copolimeros tribloque tipo polioxietileno- 
10 polioxipropileno-polioxietileno (PEO-PPOPEO) que, dependiendo de su relation 
PEOrPPO varian en sus caracteristicas de peso molecular, hidrofobicidad, etc. De forma 
preferida, los poloxameros empleados tendran un peso molecular comprendido entre 1.000 
y 25.000 Daltons. Estos polimeros pueden ser obtenidos de BASF Corporation bajo el 
nombre comercial Pluronic.TM. Para la preparaci6n de las nanoparticulas de mezcla intima 
15 hemos utilizado los siguientes poloxameros: Pluronic.TM F68 con peso molecular 8350 y 
HLB=29, Pluronic.TM con peso molecular 4400 y HLB=1. 

Las poloxaminas son copolimeros formados por 4 cadenas de PEO-PPO unidas 
por un puente de etilendiamina. An&logamente a los poloxameros, sus caracteristicas 
pueden variar al cambiar la relation PEOPPO. De forma preferida, la poloxaminas 
20 empleadas presentaran un peso molecular comprendido entre 1.000 y 25.000 Daltons. 
Estos polimeros pueden ser obtenidos de BASF Corporation bajo el nombre comercial 
Tetronic.TM. Para la preparation de las nanoparticulas de mezcla intima hemos utilizado 
las siguientes poloxaminas: Tetronic.TM 908 con peso molecular 25000 y HLB=30,5, 
Tetronic.TM 904 con peso molecular 6700 y HLB=14,5, Tetronic.TM 901 con peso 
25 molecular 4700 y HLB=2,5. 

Segun otra forma de realization preferida, la proportion en peso de polimero 
biodegradable esta entre 1:1 y 1:3. 

Segun un segundo aspecto de la presente invenci6n, esta se refiere a 
nanoparticulas obtenidas segun el procedimiento anteriormente descrito, tanto liofilizadas 
30 como no liofilizadas. 

Estas nanoparticulas ofrecen caracteristicas innovadoras y distintivas dada su 
capacidad para la encapsulation y liberaci6n controlada de moleculas activas muy 
delicadas, como son las proteinas y los pl&smidos ADN. Adem&s, debido a la presencia de 
importantes cantidades de poloxameros y poloxaminas en su composici6n, dichas 
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nanoparticulas pueden presentar un perfil de biodistribucion diferenciado, en comparaci6n 
a las particulas cl&sicas constituidas a partir de poliesteres. 

Debido a su tamano nanoparticular estos nuevos sistemas van a poder ser 
administrados al organismo humano por cualquier via de administraci6n, incluyendo la via 
intravenosa, mientras que las microparticulas no pueden ser administradas por esta via 
debido a la obstruction que causarian en los capilares sanguineos. Asimismo, existe 
abundante documentaci6n que muestra que las nanoparticulas son capaces de superar 
barreras biol6gicas (mucosas, epitelios) mientras que las microparticulas no lo son. 

Las propiedades fisico-quimicas de las formulaciones de distinta composici6n y 
de diferente relaci6n de polimeros han sido caracterizadas empleando las t6cnicas de 
espectroscopia de correlation de fotonica (PCS) y anemometria laser-Doppler. La 
morfologia de las nanoparticulas se estudio mediante microscopia electronica de 
transmisi6n (TEM) y RMN de 1H. Estos estudios confirmaron la formaci6n del sistema de 
mezclaintima anteriormente descrita. 

Con el fin de comprobar la aplicabilidad de estas nanoparticulas de mezcla * 
intima para la liberaci6n de macromoleculas delicadas, hemos encapsulado el r plasmido 
pEGFP-Cl (codificante una proteina fluorescente verde) en las diferentes formulaciones. 
Los resultados de estos estudios de liberaci6n "in vitro*' han evidenciado el potencial de las 
formulaciones como vehiculos de liberation controlada durante tiempos extendidos. : . 

La citotoxicidad de las nanoparticulas de distintas composiciones, a diferentes ; * 
concentrations, ha sido ensayado en cultivos celulares con la prueba colorimfetrica del :* 
MTS ((3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-5^(3-carboxymethoxyphenyl)-2-(4-sulphophen ; # 

tetrazolium) en la linea celular MCF-7 crecida en Dulbecco's Modified Eagle's Medium 
(DMEM) suplementado con 10% de suero bovino fetal (FBS). Se puede concluir que \ 
ninguna de las formulaciones produce efectos toxicos en las celulas. : 

Segiin un tercer aspecto, la presente invention se refiere a composiciones, 
especialmente farmac6uticas y cosmeticas, que incorporan las nanoparticulas segun la 
presente invention. 

A continuaci6n se explica mas detalladamente la invention en base a una serie 
de ejemplos, sin car^cter limitativo para el alcance de la invenci6n. 
EJEMPLOS 

DESCRIPCION DE LAS FIGURAS 
FIG 1: espectros de RMN de 1H de las formulaciones de nanoparticulas 
PLGA/Pluronic.TM F68 con diferentes relaciones de polimero 



FIG 2: imageries TEM de las formulaci6n de nanoparticulas PLGA/Pluronic.TM F68 cffll 
relaci6n de polimero 1 : 1 

FIG 3: espectros de RMN de 1H de las forrrmlaciones de nanoparticulas 
PLGA/Tetronic.TM 908 con diferentes relaciones de polimero 

FIG 4: im&genes TEM de formulaciones de nanoparticulas PLGA/Tetronic.TM 908 con 
relacion de polimero 1:1 

FIG 5: tamano de nanoparticulas PLGA/poloxamero y PLGA/poloxamina en funcion de la 
relaci6n PLGA/polimero y del tipo de poloxamero o poloxamina 

FIG 6: carga superficial de las nanoparticulas PLGA/poloxamero y PLGA/poloxamina en 
funcion de la relacion PLGA/polimero y del tipo de poloxamero o poloxamina 
FIG 7: efecto de los agentes crioprotectores en el tamano de las nanoparticulas 
PLGA/poloxamero liofilizadas 

FIG 8: efecto de los agentes crioprotectores en el tamano de las nanoparticulas 
PLGA/poloxamero liofilizadas 

FIG 9: perfil de liberaci6n "in vitro" de ADN plasmidico encapsulado en las 
nanoparticulas PLGA/F68, PLGA/L121, PLGA/T908 y PLGA/T904 con relaci6n de 
polimeros 1:1 

FIG 10: resultados del ensayo de citotoxicidad de las nanoparticulas PLGA/F68, 
PLGA/L121, PLGA/T908 y PLGA/T904 con relacion de polimeros 1:1 en el cultivo 
celularMCF-7 



EJEMPLO 1 

Se prepararon nanoparticulas de mezcla intima con la tecnica modificada de difusion del 
solvente anteriormente descrita. Mas especificamente: se disolvieron 50 mg del dcido 
polilactico-co-glic61ico y 25, 50 o 75 mg del poloxamero Pluronic.TM F68 (HLB=29) en 2 
ml de diclorometano y esta soluci6n organica se mezclo durante 30 s mediante vortex 
(2400 min" 1 , Heidolph) con un pequefio volumen de fase acuosa. La emulsi6n asi obtenida 
se anadio a 25 ml de etanol bajo agitaci6n magn&ica moderada. La formulacion se diluyo 
con 25 ml de agua y la agitation se mantuvo durante 10 min m&s. Despues de la 
evaporaci6n del solvente a 30 °C y en vacio (Rotavapor, Btichi R-114), las nanoparticulas 
se recogieron y se concentraron en medio acuoso. Opcionalmente, para su posterior 
analisis las nanoparticulas se centrifugaron (1 h, 8000xg, 15 °C, Avanti 30, Beckman) y se 
liofilizaron (48 horas a -34 °C, Labconco Corp). 
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El tamafio y la polidispersi6n de las nanoparticulas se midieron con espectroscopia de 
correlaci6n fot6nica (PCS) y la carga superficial se determine mediante anemometria l&ser- 
Doppler (Zetasizer 3000 HS, Malvern Instruments) (TABLA 1). 

La composition de las matrices se analiz6 empleando espectroscopia de RMN de 1H 
5 ((Bruker AMX-300) a partir de muestras liofilizadas y disueltas en cloroformo deuterado. 

Estos estudios confirmaron la presencia del poloxamer/poloxamina en la matriz de las 

nanoparticulas. De las intensidades de los picos correspondientes tambien se puede 

concluir que la cantidad del copolimero bloque polioxietileno-polioxipropileno se puede 

cambiar ajustando los parametros de la preparation. (FIGURA L) 
10 El an£lisis morfologico de las nanoestructuras se realiz6 mediante microscopia electr6nica 

de transmision (CM 12 Philips) utilizando muestras teflidas con una soluci6n de 2% dcido 

fosfotungstico. (FIGURA 2). 

TABLA 1 



Pluronic.TM F68 

PLGAipoloxamer 

tamafio (ran) P.I. pot. <; (mV) 



15 



1 :0 


191.5 ±7.1 


0.046 


-60.1±7.4 


1 : 0,5 


162.8±4.4 


0.079 


-50.2±0.8 


1 : 1 


163.2±5.1 


0.135 


-43.1±6.4 


1 : 1,5 


159.8±6.5 


0.163 


-38.5±0.6 



EJEMPLO 2 

Se prepararon nanoparticulas de mezcla mtima con la t6cnica modificada de difusion del 
20 solvente anteriormente descrita, pero cambiando el tipo del copolimero polioxietileno- 
polioxipropileno. El PLGA y las distintas cantidades del poloxamero Pluronic.TM L121 
(HLB=1) se disolvieron en diclorometano y esta solution org&nica se mezcl6 mediante 
vortex con un pequeno volumen de fase acuosa. La emulsi6n asi obtenida se anadi6 bajo 
agitation a etanol. Las formulaciones se diluyeron con agua y la agitation se mantuvo 
25 durante 10 minutos m&s. DespuSs de la evaporacion del solvente las nanoparticulas se 
concentraron en medio acuoso. Opcionalmente, para su posterior analisis las 
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nanoparticulas se centrifugaron y se liofilizaron. El tamano y la polidispersion de 
nanoparticulas se midieron mediante PCS y la carga superficial se determino con 
anemometria laser-Doppler (TABLA 2). La morfologia y la composici6n de las matrices 
se estudiaron empleando espectroscopia RMN de 1H y microscopia TEM. 



TABLA 2 



Pluronic.TML121 



PLGA:poloxamer 



tamano (nm) P.L pot. <^ (mV) 



1 :0 


191.5±7.1 


0.046 


-60.1±7.4 


1 : 0,5 


164.5±6.3 


0.156 


-27.3±7.1 


1 : 1 


185.5+6.0 


0.195 


-30.0±8.0 


1 : 1,5 


257.3+10.0 


0.179 


-24.5±5.5 



10 

EJEMPLO 3 

Se prepararon nanoparticulas de mezcla intima con la tecnica modificada de difiisi6n del 
solvente anteriormente descrita, pero cambiando el tipo del copolimero polioxietileno- 
polioxipropileno: el PLGA y las distintas cantidades de la poloxamina Tetronic.TM 908 

15 (HLB=30,5) se disolvieron en diclorometano y esta solution org&nica se mezclo mediante 
vortex con un pequeno volumen de fase acuosa. La emulsion asi obtenida se anadi6 bajo 
agitacion a etanol. Las formulaciones se diluyeron con agua y la agitacion se mantuvo 
durante 10 minutos mas. Despues de la evaporaci6n del solvente las nanoparticulas se 
concentraron en medio acuoso. 

20 Opcionalmente, para su posterior analisis las nanoparticulas se centrifugaron y se 
liofilizaron. El tamano y la polidispersion de las nanoparticulas se midieron mediante PCS 
y la carga superficial se determino con anemometria laser-Doppler (TABLA 3). La 
morfologia y la composicion de las matrices se estudiaron empleando espectroscopia RMN 
de 1H y microscopia TEM (FIGURA 3 y 4). 

25 



TABLA 3. 
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Tetronic.TM 908 



10 



15 





tamaflo (nm) 


P.I. 


pot. £ (mV) 


1:0 


191.5 ±7.1 


0.046 


-60.1 ±7.4 


1 :0,5 


189.2 ±4.6 


0.202 


-30.9 ± 3.9 


1 : 1 


174.0 ± 5.4 


0.271 


-26.9 ± 1.2 


1 : 1,5 


171.2 ±3.2 


0.235 


-24.1 ± 1.0 



EJEMPLO 4 

Se prepararon nanoparticulas de mezcla intima con la tecnica modificada de difosi6n del 
solvente anteriormente descrita, pero cambiando el tipo del copolimero polioxietileno- 
polioxipropileno: el PLGA y las distintas cantidades de la poloxamina Tetronic.TM 904 
(HLB=14,5) se disolvieron en diclorometano y esta solucidn organica se mezclo mediante 
vortex con un pequeiio volumen de fase acuosa. La emulsi6n asi obtenida se afladio bajo 
agitation a etanol. Las formulaciones se diluyeron con agua y la agitaci6n se mantuvo 
durante 10 minutos mas. Despues de la evaporation del solvente las nanoparticulas se 
concentraron en medio acuoso. 

Opcionalmente, para su posterior analisis las nanoparticulas se centrifugaron y se 
liofilizaron. El tamaflo y la polidispersi6n de las nanoparticulas se midieron mediante PCS 
y la carga superficial se determin6 con anemometria laser-Doppler (TABLA 4). La 
morfologia y la composici6n de las matrices se estudiaron empleando espectroscopia RMN 
de 1 H y microscopia TEM (FIGURA 3 y 4). 
TABLA 4. 



nT ^ Tetronic.TM 904 
PLGA:poloxamina . 



tamaflo (nm) Pi. pot . C, (mV) 



1 = 0 191.5 ± 7.1 0.046 -60.1 ± 7.4 

1 : 0»5 160.2 ± 5.6 0. 188 -40.0 ± 4.6 

1; 1 168.7 ±9.4 0.179 -38.4 ±3.3 

1 : 1.5 168.8 ±2.5 0.160 -39.6 ±2.0 



EJEMPLO 5 ^ 
Se prepararon nanoparticulas de mezcla intima con la tecnica modificada de difusi6n del 
solvente anteriormente descrita, pero cambiando el tipo del copolimero polioxietileno- 
polioxipropileno: el PLGA y las distintas cantidades de la poloxamina Tetronic.TM 904 

5 (HLB=14,5) se disolvieron en diclorometano y esta solucion organica se mezcl6 mediante 
vortex con un pequeflo volumen de fase acuosa. La emulsion asi obtenida se anadi6 bajo 
agitacidn a etanoL Las formulaciones se diluyeron con agua y la agitaci6n se mantuvo 
durante 10 minutos mas. Despues de la evaporacion del solvente las nanoparticulas se 
concentraron en medio acuoso. 

10 Opcionalmente, para su posterior analisis las nanoparticulas se centrifugaron y se 
liofilizaron. El tamano y la polidispersion de las nanoparticulas se midieron mediante PCS 
y la carga superficial se determino con anemometria laser-Doppler (TABLA 5). La 
morfologia y la composition de las matrices se estudiaron empleando espectroscopia RMN 
de 1H y microscopia TEM. 
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TABLA 5. 



Tetronic.TM 901 

PLGA:poloxamina 

tamaflo (nm) P.I. pot. £ (mV) 



1:0 


191.5 ±7.1 


0.046 


-60.1 ±7.4 


1 :0,5 


205.3 ± 54.5 


0.162 


-25.4 ± 5.0 


1 : 1 


277.4+102.9 


0.308 


-28.9 ± 5.4 


1 : 1,5 


333.7 ±82.1 


0.275 


-38.2 ± 8.3 



EJEMPLO 6 

20 Las nanoparticulas de mezcla intima de PLGA/Pluronic.TM F68, PLGA/Pluronic.TM 
L121, PLGA/Tetronic.TM 908 y PLGA/Tetronic 904 con relacion de polimero 1:1 se 
prepararon como ha sido descrito en los Ejemplos 1, 2, 3 y 4. Se incorporaron dos agentes 
crioprotectores (glucosa y trehalosa) en el medio de suspensi6n de las nanoparticulas. Las 
formulaciones, a diferentes concentraciones (1, 2.5, 5 mg/ml), se liofilizaron en la 

25 presencia de 5% o 10% del crioprotector. El tamaflo y la polidispersi6n de las 
nanoparticulas de midieron despu6s del proceso de liofilizacion-resuspensi6n y se 
compararon con los valores iniciales. Los efectos de la concentraci6n de las nanoparticulas, 
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el tipo y la concentration del crioprotector han sido evaluadas. Se puede concluir que en 
presencia de 5% de crioprotector, todas las formulaciones se pueden liofilizar a 
concentraciones relativamente elevadas (2,5 mg/ml) sin agregaci6n significativa (FIGURA 
7y8). 
5 TABLA 6. 

cryoprotector dilucion de relaci6n de tamanos resuspendido/original 

NPs 





mg/ml 


roo 


T 191 

LIZ I 


Tons 

17U5 




5% glucosa 


1 


1,21±0,04 


1,25±0,21 


1,17±0,04 


1,18±0,01 




2,5 


1,15±0,06 


1,65±0,29 


1,12±0,09 


1,59±0,35 




5 


1,11±0,09 


2,62±0,73 


1,03±0,05 


3,77±0,39 


10% glucosa 


1 


1,28±0,04 


1,32±0,39 


2,60 


1,04 




2,5 


1,39±0,15 


1,69±0,67 


1,59 


1,18 




5 


1,30±0,10 


2,25±0,15 


1,20 


1,33 


5% trehalosa 


1 


1,22±0,17 


3,58±2,47 


1,13±0,04 


1,29±0,17 




2,5 


1,93±0,55 


4,66±2,9 


1,21±0,03 


2,27±0,90 




5 


1,57±0,27 


5,23±0,21 


1,23±0,04 


5,66±4,48 


10% 


1 


1,21±0,12 


2,32±1,09 


1,25±0,10 


1,64 


trehalosa 


2,5 


1,30±0,07 


5,46±0,99 


1,46±0,06 


2,33 




5 


1,82±0,51 


5,35±0,52 


1,46±0,20 


2,74 



EJEMPLO 7: 

Las nanopartfculas de mezcla intima de PLGA/Pluronic.TM F68, PLGA/Pluronic.TM 
10 L121, PLGA/Tetronic.TM 908 y PLGA/Tetronic 904 con relaci6n de polimero 1:1 se 
prepararon como ha sido descrito en los Ejemplos 1, 2, 3 y 4. El pl&smido modelo pEGFP- 
CI (codificante de una proteina fluorescente verde) se incorporo en la fase acuosa interna 
de las formulaciones con una carga te6rica de 0,4%. El tamano, la polidispersion y la 
carga superficial de las formulaciones cargadas con ADN se midieron empleando 
15 espectroscopia de correlacion fot6nica y anemometria laser-Doppler (TABLA 7). La 
eficacia de encapsulacion y los perfiles de liberaci6n "in vitro" se determinaron a partir de 
las muestras de sobrenadantes de diferentes tiempos con ensayos fluorimetricos utilizando 
PicoGreen Quantitation Kit (Molecular Probes) en tampon T.E. a pH = 7,5 (FIGURA 9). 
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TABLA 7. 



tipo de 



tamano 



P.I. 



potencial-Z eficaciade 

encapsulaci6n 
(mV) V 



Pluronic.TM F68 


182,6 ±6,0 


0,114 


-50,8 ± 3,6 


35,2 ±8,9 


Pluronic.TM L121 


216,8 ±5,3 


0,154 


-23,5 ± 1,4 


31,3 ±3,8 


Tetronic.TMT908 


268,7±11,6 


0,437 


-35,0 ± 0,9 


32,0 ± 3,7 


Tetronic.TM T904 


161,5 ±7,6 


0,154 


-54,1 ± 2,0 


44,1 ± 4,3 
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EJEMPLO 8 mi . 

Las nanoparticulas de mezcla intima de PLGA/Pluronic.TM F68, PLGA/Pluromc.TM 
L121 PLGA/Tetronic.TM 908 y PLGA/Tetronic 904 con relaci6n de polimero 1:1 se ^ 
prepararon como ha sido descrito en los Ejemplos 1, 2, 3 y 4. La citotoxicidad de las 
formulaciones se estudio en el cultivo celular MCF-7 en DMEM suplementado con 10% 
FBS Las celulas de incubaron con distintas concentraciones de nanoparticulas (de 1 a 5 
mg/ml) durante 24 horas. La viabilidad celular se midio con el reactivo MTS despues de un 
periodo de recuperaci6n de 24 horas. Los resultados demuestran que, a pesar de las 
concentraciones alias y el tiempo de incubaci6n extendido, ninguna de las formulacxones 
produce efectos toxicos en las celulas. 
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REIVINDICACIONES 

1. - Procedimiento de preparacion de nanoparticulas de tamano inferior a 1 |im, 
para la administraci6n de ingredientes activos, caracterizado porque comprende las etapas 
de: 

5 a) disolver un polimero biodegradable junto con un copolimero bloque 

derivado del polioxietileno en un disolvente org&nico, estando la relation en 
peso de ambos polimeros entre 1:0,1 y 1:3. 

b) anadir, bajo agitation, la disoluci6n obtenida a una fase polar, en la cual el 
polimero biodegradable presenta una baja solubilidad, precipitando el 

10 polimero y formandose las nanoparticulas. 

c) eliminar el disolvente org£nico; 

d) aislar las particulas, 

donde el ingrediente activo es disuelto en el disolvente organico empleado en a), antes o 
despues de la etapa a), o es disuelto en un volumen pequeno de fase acuosa, el cual 
15 subsiguientemente es dispersado en el solvente orgdnico empleado en a), antes 6 despues 
de la etapa a), 

2. - Procedimiento segun la reivindicaci6n 1, caracterizado porque comprende 
una etapa adicional despues de e) de liofilizar las nanoparticulas obtenidas. 

3. - Procedimiento segtin cualquiera de las reivindicaciones 1 y 2, caracterizado 
20 porque el polimero biodegradable es un poliester. 

4. - Procedimiento segun cualquiera de las reivindicaciones 1 y 2, caracterizado 
porque el polimero biodegradable es un polianhidrido. 

5. - Procedimiento segun la reivindieaci6n 3, caracterizado porque el poliester 
se selecciona entre la policaprolactona, el acido polilactico, el acido polilactico-co- 

25 glicolico y sus mezclas. 

6. - Procedimiento segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5, caracterizado 
porque el copolimero bloque es poloxamero. 

7. - Procedimiento segun la reivindicaci6n 6, caracterizado porque el 
poloxamero tiene un peso molecular comprendido entre 1.000-25.000 Daltons. 



8. - Procedimiento segiin cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5, caracterizacBi 
porque el copolimero bloque es poloxamina. 

9. - Procedimiento segiin la reivindicaci6n 8, caracterizado porque la 
poloxamina tiene un peso molecular comprendido entre 1.000-25.000 Daltons. 

10. - Procedimiento segiin cualquiera de las reivindicaciones 1 a 9, 
caracterizado porque el ingrediente activo se selecciona de mol6cuias con propiedades 
terapeuticas, vacunas e ingredientes cosmeticos. 

11. - Procedimiento segiin cualquiera de las reivindicaciones 1 a 10, 
caracterizado porque la relation en peso de ambos polimeros esta entre 1:1 y 1:3. 

12. - Nanoparticulas para la administration de ingredientes farmaceuticamente 
o cosmeticamente activos, de tamafio inferior a 1 jam, obtenibles mediante el 
procedimiento segiin cualquiera de las reivindicaciones 1 y 3 a 10. 

13. - Nanoparticulas liofilizadas para la administracion de ingredientes 
farmaceuticamente o cosmeticamente activos, de tamano inferior a 1 |xm, obtenibles 
mediante el procedimiento segiin la reivindicacion 2. 

14. - Composiciones caracterizadas porque comprenden nanoparticulas segiin 
cualquiera de las reivindicaciones 12 y 13. 

15. - Composiciones farmaceuticas o cosmeticas caracterizadas porque 
comprenden nanoparticulas segiin cualquiera de las reivindicaciones 12 y 13. 




FIGURA2 
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FIGURA 3. 



PLGA: poloxamina 908 



1:0 
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FIGURA 5. 
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FIGURA 7. 



NPs PLGA/Pluronic F68 




NPs PLGA/Pluronic L121 




23 

FIGURA 8. 



NPs PLGATTetronic 908 
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FIGURA 9. 
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Ensayo de MTS (24h post-incubaci6n) 



3,00 




2 / . 3 
mg/ml 
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